






























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































7 14 21 28
Day　after　hatchi　ng
Fig。6－2。　Survival　of　Tiger　puffer　larvae　during　the
ex　per　l　ment，，
Larvae　were　divi　ded　i：nto　2　groups。　Then，　they　were　fed
β一carotene　s　upPI　emented　or　uns　upPI　emented（control）
rotifers　twice　a　day　for　28days．
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：Fig、6－3。　Growth　of　red　sea　bream　larvae　during　the
experlment。
Bars　indicate　the　mean±SD　of　10　fish．
105
ハ霜
掘
ヨ
準
縄
欝
ぢ
ト
14
12
10
8
　6
　4
　2
　0
O　Gontro1
㊧　　β一Carotene
7 14
Day　after　hatching
21 28
Fig。6－4．　Growth　of　Tiger　puffer　larvae　during　the
experiment．
Bars　indicate　the　mean±SD　of　10　fish。
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6．3。2　マダイ・トラフグ脾臓細胞の幼若化反応
　マダイでは，飼育終了時の供試魚より脾臓を採取し培地のみで培
養したところ，対照区の吸光度と比較してβ一カロチン強化区，ア
スタキサンチン強化区ともに有意な差は認められなかった。PWM
20μg／鵬1刺激では，対照区は培地のみに比較して1。30倍の吸光度
を示したが，β一カロチン強化区はL62倍，アスタキサンチン強化
区は1．56倍と有意に高い吸光度を呈し，カロチノイド強化の両区
が対照に比較して有意に高いリンパ球の幼若化反応を示した。Con
A100μg／m丑刺激では，対照区は培地のみに比較して1．35倍の吸
光度を示したが，β一カロチン強化区では2ユ1倍，アスタキサンチ
ン区は1．88倍の結果となり，カロチノイド強化の両区が対照に比
較して有意に高い幼若化を示した（：Fig．6－5）。
　トラフグでは，飼育終了時の供試魚より脾臓を採取し培地のみで
培養したところ，対照区の吸光度と比較してβ一カロチン強化区に
有意な差を認めなかった。PWM　20μg／ml刺激では，対照区は培
地のみに比較してL30倍の吸光度を示したが，β一カロチン強化区
は1。83倍と有意に高い吸光度を呈した。Con　A100μg／亙nl刺激で
は，対照区は培地のみに比較してL35倍の吸光度を示したが，β一
カロチン強化区では2。21倍となり，対照区に比較して有意に高い
リンパ球の幼若化を示した（：Fig。6－6）。
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Fig。6－5。　Effect　ofβ一carotene　and　astaxanthin　o登オ」n　v亙Otro
splen㏄yte　proliferation　of　red　sea　bream。
5x105cells／well　of　splen㏄ytes　from　each　group　were
incubated　with　or輔thout　Con　A（100μg／mL）or　PWM（20μ
g／：m：L）for　72　h。　Alamer　Blue　was　added　to　24　h　post　culture　set
up。　The　optical　de：nsity　was　measured　with　a　Titertec
Multis：kan　plate　reader　at　570　nm　and　600　n凱Bars　indicate
the　mean±SD　of　triplica．te　cultures　in　3　indepeD．dent
experiments。（索P＜0。01）
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Fig。6－6。　：Bffect　ofβ一caroteneオn　vオtro　splen㏄yte
proliferation　of　Tiger　puffer。
Experime：ntal　conditions　were　same　as　shown　i：n．　Fig．6－5。
Bars　indicate　the　mean±SD　of　triplicate　cultures　in　3
independent　experiments。（☆p＜0。01）
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6。4　考察
カロチノイド強化ワムシを用いてマダイ（β一カロチンおよびアス
タキサンチン），トラフグ（β一カロチン）の種苗生産を行い，カロ
チノイド強化の有効性の有無を検討した。ふ化後20日目のマダイ
の結果では，生残率ではカロチノイド強化の特区の生残率が対照区
より高かったが，供試魚の全長からみた成長には有意な差は認めら
れなかった。ふ化後28日のトラフグでも，生残率ではカロチノイ
ド強化が対照区より高かったが，供試魚の全長からみた成長にはカ
ロチノイド強化の影響は両魚種ともに認められなかった。また，飼
育期間を通じて供試魚に栄養障害に伴う奇形などの形態変化は認め
られなかった。この点について，竹内ら13）はヒラメ種苗を用いた
実験においてビタミンAの大量投与が魚体の奇形を誘発するもの
の，β一カロチンの大量添加は奇形を誘発しない結果を報告してお
り，著者らのβ一カロチン，アスタキサンチンの添加も種苗の成長
等に障害を与えるものではないと考えられた。
　脾臓リンパ球の幼若化を検討したところ，哺乳動物ではT，B細胞
を刺激するとされるPWM⑳μg／m1刺激による幼若化は，対照区
では培地のみに対して若干の幼若化反応が認められたものの，カロ
チノイド強化の両区では高い幼若化反応を呈した。同様に，ヒトや
ラットの哺乳動物で丁細胞を刺激するとされるCoれA100μg／ml
による幼若化でもβ一カロチン強化区，アスタキサンチン強化区で
対照区に比較して高い幼若反応を示した。Grahamらは魚類リン
パ球がインターフェロンを産出するであろうと報告している。14）
われわれが供試魚としたマダイやトラフグのリンパ球がT細胞や
B細胞などに分化しているか否かは明確ではない。ともあれ，本実
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験で脾臓細胞の幼若化能が元進していたことより，マダイやトラフ
グでも同様の免疫防御機構があり，それぞれの機能元進の可能性が
示唆された。哺乳動物ではビタミンAやβ一カロチンの大量投与が
宿主のマクロファージを介した免疫防御能やTリンパ球由来のγ一
1：FN産生を元進させることは周知となっている。6・7）また，β一カロ
チンの免疫賦活作用はβ一カロチンが体内でビタミンAに変換され
た際のビタミンAの持つアジュバント活性やβ一カロチン自体の抗
酸化作用に起因するとされている。6，7）本研究において哺乳動物で
はプロビタミンAとしての働きを持たないアスタキサンチンもβ一
カロチンと同様の免疫賦活作用を認めた。このことより本研究で認
められた免疫賦活作用はプロビタミンAとしての作用よりもむし
ろカロチノイドそのものの抗酸化作用に起因する可能性が示唆され
た。しかしながらβ一カロチンより抗酸化力の強いとされるアスタ
キサンチンでもβ一カロチンと同程度の効果しか認められなかった
点は各カロチノイドの強化量の点からさらに検討の必要があると考
えられた。
　これらのことより，β一カロチンやアスタキサンチンなどのカロ
チノイドで強化した餌料ワムシを用いてマダイやトラフグの種苗生
産を行うことで免疫防御能の高い健康な種苗生産の可能性が考えら
れた。
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第七章　　総括
　本論文は，ウイルスや細菌性の疾病に強い，免疫防御能の高い健
康な種苗生産を可能とすることを目的として、魚の餌料にβ一カロ
チンを大量に添加して、それが魚、主にイシダイの生体防御機能に
及ぼす影響について明らかにした。その結果を以下に要約する。
　第一章では，本研究の目的と意義および概要について述べた。
第二章では，魚類にもホ乳類と同様の生体防御機構が存在すること
を検討するため，養i殖イシダイの脾臓細胞をコンカナバリンAセ
ファロース4Bビーズ（ConA。S。4B。）と共に48時間培養iしその上清
によるmφ活性化を検討した。その結果、イシダイ脾臓細胞の増
殖像がConA．S。4B。のビーズ上で認められた。そして，　ConA．S。4B．
培養上清で培養したイシダイ腹腔mφの笥子能と細胞内のペルオ
キシダーゼ活性の両機能は共に九饗していた。
　その上清を、ホ乳類でγ一INF失活処理とされている熱（560C）或
いは、酸（pH：2）処理をおこなったところ、上清は、イシダイのrn
φを活性化する能力を消失した。また，イシダイConA。S．4B。培養
上清のmφ活性化の種特異性をマウス腹腔mφを用いて、検討し
たところ、マウスmφを活性化する能力を持たず、イシダイ
COnA。S。4B．培養上清の種特異性が存在した。
　以上のことより、養殖イシダイの脾臓細胞は、COnA。S。4B。で培
養するとγ一INFを産生すると示唆され，魚類のイシダイも哺乳類
と同様の生体防御機構を有すると推察した。
　第三章では，イシダイを二つの餌料群（対照群、β一カロチン大
量投与群）に分け飼育した。約12ヶ月後平群のイシダイの脾臓細
胞からConA．S。4B。培養上清を作成し、このγ一インターフェロン・
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の力価をmφ機能である貧食能とペルオキシダーゼ活性から比較検
討した。その結果、B一カロチン大量投与群のConA．S。4B。培養上
清はrnφの貧食能、ペルオキシダーゼ活性、共に対照群と比較して
高かった。
　以上より、イシダイに対するβ一カロチンの大量投与が脾臓細胞
の高いγ一インターフェロン産生能を誘導したと考えられた。これ
らのことしより，餌料にβ一カロチンを大量に添加することでウイ
ルス感染症に対して抵抗力のある種苗や養殖魚の産生を可能にする
と推察した。
　第四章では，これまで不可能であった仔魚期の種苗（全長8mm前
後）の免疫防御機能の測定方法を脾臓細胞の幼弱化反応を用いて行
えるか否かを，哺乳動物のリンパ球幼若化の測定のために開発され
た細胞増殖測定薬であるアラマーブルーを培養液に添加し吸光度を
測定するだけという簡便な方法について検討し、幼弱化反応による
細胞数の増加と、アラマーブルー添加による吸光度の関係は有意な
正の相関を示した。また、反応のための各マイトーゲンの至適濃度
と細胞数も求めた。
　第五章では，魚類の仔魚にβ一カロチンを摂取させるため，まず，
仔魚の餌料である，シオミズツボワムシ（以下「ワムシ」と記す）へ
β一カロチンを強化しイシダイ，イシガキダイの種苗生産で生残率
の向上や免疫機能発進に及ぼす影響について検討した。その結果，
成長においては，イシダイ，イシガキダイともに差は無かったが，
仔魚の生残においてはβ一カロチン添加区が対照区と比して高い値
を示した。脾臓細胞の幼弱化反応でも，β一カロチン添加区が対照
区と比して高い値を示した。これらのことより、種苗生産でも，生・
115
物餌料を栄養強化することにより免疫力の強い種苗生産の可能性が
示唆できた。
第六章では，β一カロチンの投与が、イシダイ、イシガキダイの
みならず種々の魚種でも生残率の向上や免疫機能元進を認められる
かマダイ，トラフグの種苗生産で検討すると共に，カロチノイドの
アスタキサンチンをワムシに添加し，マダイの種苗生産を試み，生
産した種苗の生残率，免疫防御機能に及ぼす影響について検討し，
その機序について論議した。その結果，マダイやトラフグでもイシ
ダイやイシガキダイ同様生残率の向上と免疫機能元進が認められた。
　これらのことより，魚類においても、ほ乳類同様のインターフェ
ロンを介した免疫機構が存在し、β一カロチンやアスタキサンチン
で栄養強化した餌料ワムシを用いて種苗生産を行うことにより免疫
防御能の高い健康な種苗を生産できる可能性が示唆された。
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